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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft die Veranderung von Peptidsynthetasen (PPS) in der Weise, daS sie ihre 
Substrataminosauren N-methylieren konnen. Dies wird durch eine gezielte Modifikation Oder 
Austausch derfunktionellen Untereinheiten (Aktivierungsdomanen) dieser Enzyme erreicht. 

Peptidsynthetasen (PPS) sind Enzyme, die Peptide auf nicht-ribosomale Weise synthetisieren. 
Die von den PPS synthetisierten Peptide (oder die daraus hervorgehenden Derivate) sind oft von 
pharmazeutischem Interesse, wie beispielsweise die Penicilline, Vancomycin, Cephalosporin, 
Pristinamycin oder das Actinomycin D. Die PPS sind modular aufgebaut. Jedes Modul einer PPS 
erkennt, aktiviert und bindet jeweils eine Aminosaure. Einige PPS-Module akzeptieren auch 
ungewdhnliche (nicht proteinogene) Aminosauren als Substrate, wie beispielsweise die alpha- 
Aminoadipinsaure (in Penicillin) Oder das Phenylglycin (in Pristinamycin). Die von der PPS 
katalysierte Synthese eines Peptides erfolgt durch die enzymkatalysierte Kondensation der an 
den Modulen gebundenen AminosSuren. Diese Kondensation ist gerichtet, und zwar in der 
Weise, dafc die am ersten Modul der PPS (bezogen auf den N-Terminus der PPS) gebundene 
Substrataminosaure den Anfang (N-Terminus) des synthetisierten Peptids bildet. Somit bestimmt 
die Anzahl und die Reihenfolge der Module innerhalb einer PPS die Lange und die Sequenz des 
synthetisierten Peptides (Kleinkauf H.,von Dohren H. (1990) Eur, J. Biochem. 192:1-15). Dies ist 
von entscheidender Bedeutung, da bei einem Austausch bzw. dem. Einfugen Oder Deletieren von 
PPS-Modulen auf genetischem Wege die Struktur des danach gebildete Produkt vorhersagbar 
ist. 

Allen bekannten PPS-Modulen ist gemeinsam, daS sie sich aus mindestens drei funktionellen 
Domanen zusammensetzen (Abbildung 1A). Diese drei Domanen sind (1) die Adenylierungs- 
Domane, notwendig fur die Erkennung und Adenylierung der Substrataminosaure, und (2) die 
ACP-Domane, notwendig fur die kovalente Bindung der adenylierten Aminosaure in Form eines 
Thioesters und (3) die Kondensationsdomane, notwendig zur Kondensation aller an der PPS 
gebundenen Aminosauren zum synthetisierten Peptid (Stachelhaus et ai (1995) FEMS 
Microbiol. Lett. 125:3-14). Die Adenylierungs-Domane und ACP-Domane werden zusammen 
auch als Aktivierungsdomane bezeichnet (Abbildung 1A), da sie zusammen die Erkennung und 
kovalente Bindung der Substrataminosaure in Form eines reaktiven Thioesters ermoglichen. 
Eine besondere Gruppe bilden jene Aktivieaingsdomanen, die ihre Substrataminosauren nach 
der kovalenten Bindung auch N-methyiieren konnen. Bei PPS mit solchen Aktivierungsdomanen 
enthait folglich das bei der nachfolgenden Kondensation entstehende Peptid auch N-methylierte 
Aminosauren. Die 2ahl der zur Zeit bekannten bzw. klonierten Gene kodierend fur 
Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat (11 Domanen) ist jedoch deutlich 
geringer als die Zahl der Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase-Aktivitat (uber 80 
Domanen). Zudem zeigen viele der Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat eine 
vergleichbare Substrataktivitat, wie z.B. fur die Aminosaure Valin in den Modulen der 
Actinomycin Synthetase II aus Streptomyces chrysomallus (Schauwecker et a/., (1998) J. Bacteriol. 
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180 : 2468-2474), der Cyclosporin Synthetase aus Tolypociadium niveum (Weber et ai (1994) 
Cur. Genet. 26:120-125) urid der Enniatin Synthetase aus Fusorium scirpi (Haese et ai (1993) 
Mol. Microbiol. 7:905-914). 

Die hier beschriebene Erfindung ist deshalb von Bedeutung, da sie auch die Umwandlung von 
Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase-Aktivitat in Aktivierungsdomanen mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat beschreibt, wobei die ursprungliche Aminosaure-Substratspezifitat 
erhalten bleibt. Fur jede Spezifitat eines vorhandenen PPS-Moduls kann somit ein 
entsprechendes Modul-Derivat mit zusatzlicher N-Methyltransferase-Aktivitat bereitgestellt 
werden. Diese Derivate konnen dann dazu genutzt werden, neue oder modifizierte PPS zu 
konstruieren, wodurch das von der PPS synthetisierte Peptid an den gewunschten 
Peptidbindungen N-methyliert ist. Dies ermoglicht die Synthese neuer Peptide mit moglichen, 
neuen pharmakologischen Eigenschaften. Viele der bereits bekannten pharmakologisch aktiven 
Peptide und Peptid-Derivate, wie beispielsweise das Cyclosporin, enthalten N-methylierte 
Aminosauren. Die durch die Erfindung erreichbare, selektive N-Methylierung einzelner 
Stickstoffatome in den Peptidbindungen von Polypeptides ist durch chemische Methoden kaum 
Oder nicht mdglich. 

Die Erfindung basiert darauf, da& alle Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat 
eine zusatzliche Domane besitzen, welche zwischen der Adenylierungs-Dornane und ACP- 
Domane lokalisiert ist (Abbildung 1 B). Diese zusatzliche Domane wird im Weiteren als N- 
Methyltransferase-DomMne bezeichnet und vermittelt die N-Methylierung der gebundenen 
Substrataminosaure. Die Erfindung beinhaltet Verfahren zur Umwandlung von 
Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase-Aktivitat in Aktivierungsdomanen mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat und deren Nutzung zur Neukonstruktion von PPS fur die Synthese 
von N-methylierten Aminosauren und Peptiden. Aktivierungsdomanen ohne N- 
Methyltransferase-Aktivitat einer PPS konnen prinzipiell durch zwei Wege in 
Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat uberfuhrt werden: 

(1) Ein ganzes Modul oder die ganze Aktivierungsdomane einer PPS wird ausgetauscht. 
Dieses Verfahren ist in Beispiel 2 beschrieben. 

(2) Eine N-Methyltransferase-Domane wird als funktionelle Einheit in eine 
Aktivierungsdomane inseriert. Die N-Methyltransferase-Domane kann beispielsweise direkt 
zwischen die Adenylierungs-Dornane und ACP-Domane der unizuwandelnden 
Aktivierungsdomane inseriert werden (Abbildung 2 A). Zur Insertion konnen auch zwei dicht 
benachbarte Fusionsstellen genutzt werden. Hierbei wird der zwischen den Fusionsstellen 
liegende Bereich in der umzuwandelnden Aktivierungsdomane deletiert und durch 
entsprechende Bereiche ersetzt, die zusammen mit der N-Methyltransferase-DomSne inseriert 
werden (Abbildung 2 B). Dieses Verfahren ist in Beispiel 3 beschrieben. Bei der Verwendung von 
zwei Fusionsstellen kann die N-Methyltransferase-Domane auch als Block mit einer 
nachfolgenden ACP-Domane (oder Teilen davon) hinter die Aktivierungsdomane inseriert 
werden, wodurch es zu einem Austausch der ursprunglichen ACP-Domane durch die inserierte 
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ACP-Domane (bzw. Teilen davon) kommt (Abbildung 2C und 2D). Bei alien Insertionen bleibt die 
Substratspezifitat der umgewandelten Aktivierungsdomane aber erhalten, da die Adenylierungs- 
Domane (Erkennung und Adenylierung der Substrataminosaure) nicht ver^ndert wird. 

Geeignete Insertionsstellen fur die Insertion der N-Methyltransferase-Domane in eine 
Aktivierungsdomane werden durch den Obergang zwischen Adenylierungs-Domane und ACP- 
Domane festgelegt. Diese ergeben sich aus dem Sequenzvergleich zwischen 
Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-DomSne und Aktivierungsdomanen ohne N- 
Methyltransferase-Domane (Abbildung 3). Die N-Methyltransferase-DomMnen liegen als 
Einschub etwa 45 Aminosauren hinter (C-terminal) der als n core motif 5" bekannten 
Konsensussequenz qvkirg (f/h/Y) rie (L/l) geie (Turgay et al. (1992) Mol. "'Microbiol." 
6:529-546) der Adenylierungs-Domane und unmittelbar N-terminal zur Konsensussequenz 

(Q/E/D) (I/V) REx (V/L) xxxLPXYM (V/ I ) P. 

Alle beschriebenen Methoden zur Umwandlungen einer Aktivierungsdomane ohne N- 
Methyltransferase-Aktivitat in eine Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat oder 
deren Verwendung zur Konstruktion neuer PPS beinhalten eine gezielte VerSnderung und 
Kombination der entsprechenden DNA-Abschnitte von Peptidsynthetase Genen. Hierzu wird der 
DNA-Abschnitt, welcher fur die N-Methyltransferase-DomSne einer beliebigen 
Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat kodiert, in das DNA-Segment, welches fur 
die umzuwandelnde Aktivierungsdomane kodiert, eingefugt. Dies muB in einer Weise 
geschehen, dafc sich nach der Insertion ein gemeinsamer Leserahmen bildet und die kodierte N- 
Methyltransferase-Domane integraler Bestandteil der kodierten Aktivierungsdomane wird. Hierfur 
kann beispielsweise das DNA-Fragment aus einem Gen einer PPS, welches komplett oder 
teilweise fur die umzuwandelnde* Aktivierungsdomane kodiert, in Plasmiden kloniert werden. Zur 
Klonierung und Modifikation von DNA konnen alle gangigen Methoden der Molekularbiologie 
verwendet werden, wie beispielsweise die Polymerase Kettenreaktion (PCR). Die Klonierungen 
und DNA-Manipulationen konnen in alien fur diese Zwecke geeigneten Plasmiden und 
Organismen, wie beispielsweise pUC-Plasmiden und E.coli, erfolgen. Bei der Klonierung und 
Modifikation der DNA konnen bereits vorhandene oder beispielsweise durch PCR erzeugte 
Restriktionsschnittstellen genutzt werden. Solche Verfahren sind in Beispiel 1 beschrieben und 
beinhalten die Einfuhrung einer Restriktionsschnittstelle in die DNA des Gens der Actinomycin 
Synthetase II, welche dann zum nachfolgenden Modulaustausch genutzt wird. 

Durch die Insertion eines fur die N-Methyltransferase-Domane kodierenden DNA-Segments in 
das Gensegment einer PPS konnen neue PPS konstruiert werden. Die Expression eines neuen 
PPS-Gens kann in Plasmiden erfolgen und zur Synthese neuer Produkte fuhren. Dies ist in 
Beispiel 4 beschrieben und beinhaltet die Expression eines rekombinanten PPS-Gens nach der 
Transformation eines entsprechenden Plasmids in Streptomyces lividans und den Nachweis der 
katalytischen Aktivitat der von dem PPS-Gen kodierten PPS. Auch konnen DNA-Segmente dazu 
genutzt werden, PPS-Gene in das Genom von Organismen einzufuhren oder bereits im Genom 
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vorhandene PPS-Gene zu verandern, wie beispielsweise gezeigt beim Gen der Surfactin 
Synthetase in Bacillus subtilis (Stachelhaus et ai (1995) Science 269(5220):69-72). 
Entsprechend konnen daher auch Module mit N-Methyltransferase-Aktivitat in genomische PPS- 
Gene eingebracht werden und zur Bildung neuer, N-methylierter Peptide fuhren. 



Beispiele 

10 lm Folgenden wird das Verfahren gemafc der vorliegenden Erfindung anhand von Beispielen 
naher beschrieben. 

Die bei der Durchfuhrung der Beispiele verwendeten Plasmide (pSP72, pBlueScript, plJ702 t 
pSPIJ004 und pACMS) sind in Abbildung 4 schematisch gezeigt und in Tabelle 1 naher erlautert. 

Die DNA-Sequenzen der bei der PCR verwendeten Oliqonukleotide sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. 
Die in den Beispielen angegebenen GroRen der PCR-Fragmente beziehen sich auf PCR- 
Fragmente, deren Enden mit den in den Beispielen genannten Restriktionsenzymen geschnitten 
wurden. Zusatzliche Restriktionsschnittstellen in den Oligonukleotiden wurden genutzt, um die 
20 PCR-Fragmente vor den in den Beispielen geschilderten Klonierungen zuerst in E.coli- 
Standardplasmiden zu klonieren. 

Die DNA-Sequenz des Gens der Actinomvcin Synthetase II (acmB) ist in der Datenbank 
„GenBank u unter dem Eintrag AF047717 abgelegt. Die DNA-Sequenz eines 3849 bp BamHI- 
25 Fragments aus dem Gen der Actinomvcin Synthetase III {acmQ ist den Beispielen nachfolgend 
beigefugt. 



Beispiel 1 

30 

Einflihren einer Restriktionsschnittstelle in das Gen der Actinomycin Synthetase II, um 
einen Austausch einer Aktivierungsdomane zu ermoglichen. 

Die Actinomycin Synthetase II (ACMS II) aus Streptomyces chrysomallus besitzt zwei Module ohne 
35 N-Methyltransferase-Domane, von denen Modul 1 die Aminosaure Threonin und Modul 2 die 
Aminosaure Valin aktiviert. Um die Aktivierungsdomane von Moduli austauschen zu konnen, 
wurde durch Mutagenese eine Ecofl^-Schnittstelle in das Gen der ACMS II {acmB) eingefuhrt. 
Diese £co/?K-Schnittstelle und eine bereits im Gen vorhandene C/a/-Schnittstelle ermoglichen 
es, den fur die Aktivierungsdomane von Modul 2 kodierenden Bereich durch beliebige Clal- 
40 EcoflF-Fragmente auszutauschen. Der Austausch beinhaltet zahlreiche Klonierungsschritte, 
welche zunachst formal und nachfolgend detailliert beschrieben werden. 



1 . Formale Zusammenfassung der Klonierungsstrategie: 

Zur Erzeugung einer EcotfK-Restriktionschnittstelle in das Gen der ACMS II (acmB) wurde das 
Plasmid pACM5 genutzt (Abbildung 4; Schauwecker et si (1998) J. Bacterid., 180:2468-2474). 
Das Pasmid pACM5 (Abbildung 4) trSgt das acmB-Gen hinter einem konstitutiven 
Streptomyceten Promoter (mel P) und ist ein Derivat des Streptomyceten-Plasmids plJ702. 
Durch PCR-Mutagenese und entsprechende Klonierungen wurde eine £caffK-Schnittstelle in das 
acmB-Gen hinter den fur die Phosphopantethein-Bindungsstelle kodierenden Bereich (in Modu! 2) 
an Basenpaar (bp) Position (Pos.) 6251 eingefuhrt: 

V R D V F E 
acmB wildtyp (bp 6244-6262) : 5- gtccgg gacgtc ttcgag 

(bp Pos. 6251) 

V R D I F E 
acmB mutagenisiert (bp 6244-6262) : 5'- gtccgg gafcatc ttcgag 

EcoRV 
(bp Pos. 6251) 

2. Detaillierte Beschreibung der einzelnen Klonierungsschritte: 

Zuerst wurde ein 4923 bp Pstf-CW-Fragment, welches den me/-Promotor und den grofcten Teil 
des 5'-gelegenen Bereichs der acmB umfaSt (bis zur CW-Schnittstelle an bp Pos. 4519 in acmB) 
aus pACM5 isoiiert und in das E.coli Plasmid pSP72 kloniert (A in Abbildung 5). Danach wurde 
ein Teil des direkt anschlie&enden 3'-Bereiches der acmB (beginnend mit der C/tf/-Schnittstelle 
an bp 4519) mit den Oligonukleotiden prim-k und prim-B durch PCR amplifiziert (PCR-Fragment 

1 in Abbildung 5) und als 1737 bp Clal-EcoRV-Ftagxr\er\\ eingefugt (B in Abbildung 5). Die durch 
prim-B eingefuhrte ^coKK-Schnittstelle entspricht bp Pos. 6251 in acmB. Die zusammengesetzten 
Fragmente wurden dann als komplettes PstI-EcoRV-Fragn\er\\ isoiiert und in pBlueScript 
umkloniert (C in Abbildung 5). Hieraus kann dann der zusammengesetzte 5'-Bereich der acmB 
zur spateren Klonierung als BamHI-EcoRV-FragmenX isoiiert werden. Der noch fehlende 3'- 
Bereich der acmB wurde mit den Oligonukleotiden prim-C und prim-D amplifiziert (PCR-Fragment 

2 in Abbildung 5) und als 2583 bp EcoRV-BamHI-F ragmenX in pSP72 kloniert (D in Abbildung 5). 
Das erhaltene Plasmid wurde mit BgUI und EcoRV geschnitten und der 5'-Bereich der acmB 
(isoiiert als BamHI-EcoRV-FragmenX wie oben beschrieben) eingesetzt. Dies ergibt Plasmid 
pACMOO-A (Abbildung 5), welches das vollstandig zusammengesetzte acmB Gen mit der an bp 
Pos. 6251 eingefuhrten Eco/^-Schnittstelle trSgt. 

Beispiel 2 

Austausch einer vollstandigen Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransferase-Aktivitat 
durch eine Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat in einer PPS. 



10 



20 
25 
30 




40 



45 



Der Austausch einer vollstSndigen Aktivierungsdomane wurde in der Actinomycin Synthetase II 
(ACMS II) aus Streptomyces chrysomallus vorgenommen. Die Aktivierungsdomane von Modul 2 
wurde durch eine Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat ausgetauscht. Die zum 
Austausch verwendete Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat stammt aus der 
Actinomycin Synthetase III (ACMS III) und ist ebenfalls spezifisch fur Valin. Der Austausch 
beinhaltet zahlreiche Ktonierungsschritte, welche zunachst formal und nachfolgend detailliert 
beschrieben werden. 

1 . Formale Zusammenfassung der Klonierungsstrategie: 

Der Bereich zwischen einer in acmB liegenden C/a/-Schnittstelle an bp Pos. 4519 und einer an bp 
Pos. 6251 eingefiihrten Ecotf^-Schnittstelle (in Plasmid pACMOO-A aus Beispiel 1), welcher fur 
die zweite Aktivierungsdomane der ACMS II kodiert, wurde deletiert und durch ein mit PCR 
generiertes 2961 bp Clal-EcoR ^-Fragment ersetzt, welches fur eine Aktivierungsdomane mit N- 
Methyltransferase-Aktivitat der ACMS III mit Spezifitat fur Valin kodiert. Die Bereiche an den 
Fusionsstellen {Clal und EcoRV) kodieren fur in beiden PPS konservierte Regionen, welche N- 
terminal und C-terminal zu den Aktivierungsdomanen lokalisiert sind. Nach der Insertion des 
PCR-generierten Clal-EcoRV-FragmenXs in das modifizierte acmB Gen entsteht wieder ein 
durchgehender Leserahmen, welcher fur eine rekombinante ACMS II kodiert: 



modifizierte SRIDVLT SV RDIFE 

ACMS II . . agccgt atcgat gtcetcacc tccgtccgg gacgtc ttcgag 

(in Plasmid pACMOO-A) Clal EcoRV 

(op Pos. 4591) (bp Pos. 6251) 



AXtivierungsdomane V L T G L R 

aus der ACMS III atcgat GTCCTCACC GGCCTGCGCgatatc 

(29 61 bp PCR- Fragment) Clal EcoRV 



rekombinante SRIDVLT GLRDIFE 

ACMS II ... agccgt atcgat GTCCTCACC GGCCTGCGC gatatc ttcgag . . 

(in Plasmid pACMOO-B) ClaJ EcoRV 

(bp Pos. 4591) (bp Pos. 7480) 

Das Gen der rekombinahten ACMS II (in Piasmid pACM00-B t Abbildung 7) wurde in 
Streptomyces lividans transformiert und die enzymatische Aktivitat der eingefuhrten 
Aktivierungsdomane nach der. Expression des PPS-Gens wie in Beispiel 4 beschrieben 
nachgewiesen. 

2. Detaillierte Beschreibung der einzeinen Klohierungsschritte: 

Von einem 3849 bp BamHI-F ragmenl aus dem Gen der ACMS III (acmC, die Sequenz ist 
beigefugt), welches fur eine Valin-Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Domane kodiert, 
wurde mit den Oligonukleotiden prim-E und prim-F durch PCR ein 2967 bp Clal-EcoR ^-Fragment 
amplifiziert (PCR-Fragment 4 in Abbildung 6). Dieses Clal-EcoR K-Fragment wurde in das 



- 7 • 

Plasmid pACMOO-A (aus Beispiel 1) kloniert und hierdurch das ursprunglich in pACMOO-A 
vorhandene Clal-EcoRV-Fragment ausgetauscht. Das erhaltene Plasmid wurde mit BamHI und 
Hindlll geschnitten und der Streptomyceten-Anteil aus Plasmid pSPIJ004 (Abbildung 4) als 
5130 bp BglU-HindlII-F ragment eingesetzt. Hierdurch entsteht das Plasmid pACMOO-B 
(Abbildung 7), welches sowohl in E.coli als auch in Streptomyceten transformiert und 
selektioniert werden kann. 

Beispiel 3 

Umwandlung einer Aktivierungsdomane ohne N-Methyltransferase-Aktivitat in eine 
Aktivierungsdomane mit N-Methyltransferase-Aktivitat und Einbringen dieser 
umgewandelten Aktivierungsdomane in eine PPS. 

In die Valin-Aktivierungsdomane aus Modul 2 der ACMS II wurde zwischen die Adenylierungs- 
Domane und die ACP-Domane eine zusatzliche N-Methyltransferase-Domane 'inseriert. 
Hierdurch wird die Aktivierungsdomane der ACMS II mit einer zusatzfichen N-Methyltransferase- 
Aktivitat versehen. Die eingesetzte N-Methyltransferase-Domane stammt aus Modul 3 der 
ACMS III. Der Austausch beinhaltet zahlreiche Klonierungsschritte, welche zunachst formal und 
nachfolgend detailliert beschrieben werden. 

1 . Formale Zusammenfassung der Klonierungsstrategie: 

Zur geplanten Insertion der N-Methyltransferase-Domane wurden zuerst zwei SnaBI- 
Schnittstellen im Gen der acmB an bp Pos. 5899 und bp Pos. 5932 durch PCR-Mutagenese 
eingefuhrt. AnschlieSend wurde der zwischen den beiden Swa£/-Schnittste!len liegende Bereich 
von 33 bp deletiert und durch ein 1263 bp EcoRV-EcoRV-Fvagmee\\ t welches fur die oben 
genannte N-Methyltransferasedomane der ACMS III kodiert, ersetzt. Die Ligation der SnaBI- 
Enden mit den EcoRV-Enden fuhrt zur Bildung einer mit diesen beiden Restriktionsenzymen nicht 
mehr spaltbaren DNA-Sequenz an den Fusionsstellen. Nach der Insertion des PCR-generierten 
EcoRV-EcoRV-Ffagmenis entsteht bei einer der beiden moglichen Orientierungen wieder ein 
durchgehender Leserahmen, welcher fdr eine rekombinante ACMS II kodiert: 



RLVAYVVADGGTAPDGLREAL 
ACMS II . . cgectcgtcgcc tacgtc gtcgcggacggcggaacggccccggac gcrtctg cgcgaggccctc 

(bp Pos. 5899) (bp Pos. 5932) 



modifizierte RLVAY VREAL 

ACMS II . . cgcctcgtcgcc tacgba gtcgcggacggcggaacggccecgqac tacgta cgcgaggccctc 

SnaBI SnaBI 
(bp Pos. 5899) (bp Pos. 5932) 



N-Methy 1 i e rungs -Domane 
aus der ACMS III 
(1263 bp PCR-Fragment) 



I V A D 
ga tATC GTCGCGGAC 
EcoRV 



L L T D 
CTGCTCACC GATatc 
EcoRV 
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reXombinante 
ACMS II 

(in Plasmid pACMOO-C) 



R I* V A Y IVAD 
cgcctcgtcgcctacATCGTCGCGOAC 



LLTDVREAL 
CTGCTCACC GATgta cgcgaggccctc . . 



(bp Pos. 5899) 



(bp Pos . 7156) 



5 



Das Gen der rekombinanten ACMS II (in Plasmid pACMOO-C, Abbildung 7) wurde in 
Streptomyces lividans transformiert und die neu eingefuhrte N-Methyltransferase-Aktivitat der 
10 rekombinanten PPS wie in Beispiel 4 beschrieben nachgewiesen. 

2. Detaillierte Beschreibung der einzelnen Klonierungsschritte: 

Zur Einfuhrung der 5>ia£/-Schnittstellen wurden der Bereich des acmB-Gens von bp Pos. 4591 
bis 5899 mit den Oligonukleotiden prim-G und pritn-W (PCR-Fragment 1 in Abbildung 6) sowie 
15 der Bereich von bp Pos. 5932 bis 6251 mit den Oligonukleotiden prim A und prim- J (PCR- 
Fragment 2 in Abbildung 6) durch PCR amplifiziert. Danach wurde zuerst das PCR-Fragment 2 
als 330 bp Hindlll-EcoRV-FragmenX in pBlueScript kloniert und dann das PCR-Fragment 1 als 
1386 bp C/tf/-£>7tf5/-Fragment eingesetzt. Hierdurch entsteht ein DNA-Fragment, welches fur die 
fast vollstandige Aktivierungsdomane von Modul 2 der ACMS II kodiert und in welches eine 
20 iS«tf£/-Schnittstelle eingefuhrt wurde (A in Abbildung 6). In diese S>?tf£/-Schnittstelle wurde 
anschlieSend ein 1263 bp EcoRV-EcoRV-F ragment eingesetzt, welches von einem 3849 BamHI- 
Fragment aus dem Gen der ACMS III (acmC, die Sequenz ist beigefugt) durch PCR mit den 
Oligonukleotiden prim-K und prim-L amplifiziert wurde (PCR-Fragment 3 in Abbildung 6). Die 
Orientierung des inserierteh EcoRV-EcoRV-Fragvnenis, welches fur die N-Methyltransferase- 
25 Domane der ACMS III kodiert, wurde mittels DNA-Sequenzierung uberpruft. Durch die Fusion 
der EcoRV-Enden mit den SnaBI-Enden konnte die zusammengesetzte Aktivierungsdomane dann 
komplett als 2961 bp C/aZ-Eco/^-Fragment isoliert werden und wurde in das Plasmid pACMOO-A 
(aus Beispiel 1) kloniert und hierdurch das ursprunglich in pACMOO-A vorhandene Clal-EcoRV- 
Fragment ausgetauscht. Das erhaltene Plasmid wurde mit BamHI und HindlH geschnitten und 
Hp der Streptomyceten-Anteil aus Plasmid pSPIJ004 (Abbildung 4) als 5130 bp BgUI-HindlH- 
W Fragment eingesetzt. Hierdurch entsteht das Plasmid pACMOO-C (Abbildung 7), welches sowohl 
in Ecoli als auch in Streptomyceten transformiert und selektioniert werden kann. 

35 Beispiel 4 

Expression rekombinanter PPS mit eingefuhrter N-Methyltransferase-Domane und in vitro 
Testung ihrer N-Methyltransferase-Aktivitat. 

40 Zur Expression der in den Beispielen 2 und 3 konstruierten PPS-Gene wurden die dort 
beschriebenen Plasmide pACMOO-B und pACMOO-C (Abbildung 7) in Streptomyces lividans 
(Stamm TK64) transformiert. Die Transformation sowie die mikrobielle Kultivierung von 
Streptomyceten erfoigte nach Standardprotokollen (Hopwood et a/. (1985) Genetic manipulation 
of Streptomyces. A laboratory manual. The John Innes Foundation, Norwich, England). Die 

45 Reinigung der plasmidkodierten PPS aus den Transformanten erfoigte jeweils aus 1 Liter YEME 
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Kulturmedium nach dem Erreichen der stationaren Wachstumsphase (3 Tage Wachstum). Die 
Reinigung der PPS auf einen fur die Analyse notwendigen Reinheitsgrad beruht im wesentlichen 
auf einem bereits detailliert beschrieben Protokoll (Schauwecker et at. (1998) J. Bacterid. 
180:2468-2474) und wird deshalb im Folgenden nur schematisch erlautert: Zur Freisetzung von 
Proteinen wurden die Zellen mechanisch aufgebrochen (French-Press). Die ebenfalls 
freigesetzte genomische DNA wurde durch eine Inkubation mit DNAse I gespalten urn eine 
dunnfltissige Suspension zu erhalten. Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation entfernt und 
Proteine anschliefcend durch Zugabe von Ammoniumsulfat bis zum Erreichen einer 
Endkonzentration von 55% gefSllt. Die gefallten Proteine wurden durch eine 
Ausschlu&chromatographie (Saulenmatrix: Ultrogel-AcA-34 von Biosepra) nach GroGe 
aufgetrennt. Proteinfraktionen mit Proteinen einer Grofce von mehr als 200 kDa wurden vereinigt^ 
und weiter uber einen Anionenaustauscher (Saulenmatrix: Q-Sepharose FF von Pharmacia) 
aufgereinigt. Die an den Anionenaustauscher gebundenen Proteine wurden durch kontinuierliche 
Zugabe von NaCI vom Anionenaustauscher freigesetzt. Die in den Beispielen 2 und 3 
konstruierten PPS eluierten in einem Bereich zwischen 150 bis 250 mM NaCI. Die nach diesem 
Protokoll partiell gereinigten PPS konnen dann beispielsweise nach folgenden Vorschriften 
weiter analysiert werden: 

Beispielvorschrift zum in vitro Nachweis der spezifischen Erkennung und Bindung von 
Aminosauren an eine PPS: 

100 ^l angereinigte PPS werden mit mit 3 \i\ 14 C-markierter Substrataminosaure (100 M-Ci/ml), 2 
Hi MgCI 2 (1 M) und 15 |al ATP (0,1 M) gemischt und fur 30 min bei 30°C inkubiert. Die PPS wird 
durch Zugabe von 2 ml 7% TrichloressigsSure (TCA) gefallt, mit 10 ml 5% TCA gewaschen und 
die am Enzym gebundene Menge der Substrataminosaure durch Messen der Radioaktivitat 
bestimmt. 

Beispielvorschrift zum in vitro Nachweis der durch eine PPS katalysierte N-Methylierung von 
Aminosauren : 

Zum Nachweis der N-Methylierungs-Aktivitat wird die PPS wie oben beschrieben mit 14 C- 
markierter Substrataminosaure inkubiert, dem Ansatz aber noch zusatzlich 3 ^l 0,1 M S- 
Adenosyl-Methionin (SAM) als Donor fur die auf die Aminosaure ubertragene Methylgruppe 
zugesetzt. Nach der TCA-FSllung wird die PPS mit 4 ml 5% TCA (zwei Portionen) und danach 
mit 2 ml Ethanol gewaschen und bei 37°C getrocknet. Durch Zugabe von 300 jal 
Perameisensaure und einer Inkubation fur 6 Stunden bei 20 °C wird die als Thioester gebundene 
Substrataminosaure freigesetzt. Der Ansatz wird anschlieSend im Vakuum bis zur Trockene 
eingeengt. Die Aminosaure wird durch Zugabe von 40 ^il Ameisensaure gelost und die 
Umwandlung in die N-methylierte Form beispielsweise durch chromatographische Methoden 
nachgewiesen. Fur die Umwandlung von Valin in N-Methyl-Valin kann beispielsweise 
folgenderma&en verfahren werden: 20 ^l von der PPS freigesetzten ( 14 C-markierte) Aminosaure 



10 

wird parallel mit 5 n! der entsprechenden Referenzen (0,1 M Valin und 0,5 M N-Methyl-Valin) auf 
einer Kieselgel 60 DC-Folie (Merck) mit dem Laufmittel n-Butanol:Essigsaure:H 2 0 (Volumen 
80:20:20) chromatographiert. Die Aminosauren werden durch eine Ninhydrinreaktion, und einem 
Autoradiogramm fur die 14 C-markierte Substrataminosaure, sichtbar gemacht. 

5 

Beispielvorschrift zum in vitro Nachweis der durch eine PPS katalysierten Bildung von Peptiden: 

Grundsatzlich kann ein Peptid durch saure Hydrolyse und anschlie&endem Nachweis der 
einzelnen Aminosaurekomponenten auf einfachem Wege analysiert werden. Dies trifft 

10 besonders auf Peptide zu, welche durch PPS gebildet werden, da die Aminosauresequenz des 
synthetisierten Peptids durch die Arlordnung der Module bereits bekannt ist. Durch den Einsatz 
von 14 C-markierten Aminosauren kann die Analyse des in vitro gebildeten Peptids beispielsweise 
wie folgt durchgefuhrt werden: 100 jil angereinigte PPS wird mit alien Substrataminosauren der 
PPS Qeweils 2 mM), SAM (2 mM), ATP (10 mM) und MgCI 2 (20 mM) in einem Gesamtvolumen 
von 150 fal fur 25 min bei 30°C inkubiert. Gegebenenfalls konnen der Inkubation auch weitere 
Enzyme, welche mit der zu testenden PPS zusammenarbeiten, zugesetzt werden (Pfennig et a/. 
(1999) JBC 274: 12508-12515). Es werden mehrere Inkubationen parallel angesetzt, wobei sich 
die Zahl der Ansatze nach der Anzahl der Module in der PPS richtet und in jedem Ansatz die 
dem Modul entsprechende Aminosaure 14 C-markiert eingesetzt wird. Aus jedem Ansatz wird die 

20 PPS wie oben beschrieben mit TCA gefailt, das Syntheseprodukt mit Performsaure abgespalten 
und das gebildete Peptid nach dem Einengen in Ethanol:Wasser (Volumen 1:1) gelost und durch 
chromatographische Methoden nachgewiesen. Zum Nachweis der Threonyl-N-methyl-Valin 
Peptidverknupfung durch die in Beispiel 2 und 3 konstruierte PPS kann beispielsweise 
folgendermaSen verfahren werden: 20 |o.J des von der PPS freigesetzten Peptids aus jedem 

25 Ansatz (ein Ansatz mit 14 C-markiertem Threonin und ein Ansatz mit 14 C-markiertem Valin) 
werden auf einer Kieselgel 60 DC-Folie (Merk) mit dem Laufmittel n-Butanol:Eisessig:H 2 0 
(Volumen 80:20:20) chromatographiert. Die bei beiden Ansatzen entstehenden Produkte mit 
identischem Rf-Wert werden durch Extraktion mit EthanohWasser (Volumen 1:1) isoliert, im 
Vakuum eingeengt und die Aminosaren durch saure Hydrolyse (6 N HCJ, 110°C, 20h) aus den 

30 Peptiden freigesetzt. Die Identifikation der freigesetzten 14 C-markierten Aminosauren erfolgt 
durch erneute Chromatographie auf DC-60 Platten mit dem gleichen Laufmittel. Hierdurch 
konnen die Komponenten Threonin und N-Methyl-Valin im gebildeten Peptid nachgewiesen 
werden. Besteht femer die Moglichkeit, ein Referenz-Peptid auf chemischen Weg zu 
synthetisieren, kann dieses direkt mit dem enzymatisch gebildeten und 14 C-markierten Peptid 

35 verglichen werden, beispielswseise durch HPLC mit einer zur Trennung von Peptiden geeigneten 
Saule wie der SuperPac Pep-5 - Saule von Pharmacia. 
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Tabelle 1 

Verwendete Ausgangsplasmide zur Durchfuhrung der Beispiele 



Piasmid. 


Quelle Oder 
literaiurzitat 




i^itlktioni 


Beschreibung 


pSP72 


Promega 


Amp 


Kommerzieller Klonierungsvektor fur E.coli. 


pBlueScript 


oiratagene 


Amp 


Kommerzieller KiomerungsveKior rur c.cou 


plJ702 


Katz et al. 
(1983) J. Gen. 
Microbiol. 
129 : 2703-2714 


Tsr 


Weit verbreiteter Klonierungsvektor fur 
Streptomyceten. Ertragt die Melanin (mel) 
Gene melC1 und melC2 unter Kontrolle ihres 
Promotors (mel P). 


pSP!J004 


Eigenentwicklung 


Amp 
Tsr 


Das Piasmid ist eine Kombination aus pSP72 
und plJ702 und ist sowohl in E.coli als auch in 
Streptomyceten replizierbar. Hierzu wurde das 
P^/-5g///-Fragment aus plJ702 in den Polylinker 
von pSP72 kloniert. 


pACM5 


Schauwecker et al. 
(1998) J. Bacteriol. 
180 :-2468-2474 


Tsr 


Das Piasmid ist ein plJ702-Derivat und tragt das 
Gen der Actinomycin Synthetase II (acmB) 
unter*Kontfolle,des me/-Promotors. 



Abkurzungen: "Tsr ^Thiostrepton; Amp = Ampicillin; 



12 



Tabelte 2 

Bei den Beispielen verwendete PCR-Oligonukleotide 



Oiigopukleotid 

• 


If^N^Se^uenz und Reslriktionsschnmstelien 


prim - A 


5'- gccggaattccgtatcgatgtcctcaccccggaggaga 

EcoRl ClaJ j 


prim - B 


5'- tgcggaattcgaagatatcccggacggagaaaccgat 

Eco^/ EcoRV \ 


prim - C 


5'- tctccgtccgggatatcttcgagcagcgcacg 


prim - D 


5'- atggcctgagttgctggatcctggcgatcccga 

BamHI 


prim - E 


5'- ctcagccgcatcgatgtcctca 
ClaJ 


prim - F 


5'- cgcctcgaagatatcgcgcaggccca 


prim - G 


5'- gcaggaattcagccgtatcgatgtcctca 
EcoRl ClaJ 


prim - H 


5'- ttccggaattcgcgactacgtaggcgacga 
EcoRl SnaBI 


prim - 1 


5'- cggccaagctttacatacgcgaggccctccggcggcgcct 
SnaBI 


prim - J 


5'- tgcggaattcgaagatatcccggacggagaaaccgat 
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Nukleotidsequenz des bei der Durchfuhrung der Beispiele 
verwendeten 5am///-Fragments aus dem acmC - Gen 



Nukleotidsequenz: Nummerierung: 

der Basenpaare 

GGATCCACCTGCTCGACACCGCCACCGCCCAACC^^ 0000000060 

TCCTCACCCCGGAGGAOAGGAACCGCACC3ATCGTCGAGGTCAACCGOACCGAACTGCCGC 0000000120 

TGCCCGACGCCTCGTTGGCGGAGCTGTTCGAACAACAGGTGACCCTCACACCCGACGCCC 0000000180 

CCGCCCTGGTCAGCGACGGCGCCACGCTCAGCTACTCCGAGCTCAACACGCGCGCCAACC 0000000240 

ACCTCGCCCACCAGCTCACCACCCGGGGCATCCGCCCCGGCGACGCCGTCGCCGTCCTCC 0000000300 

TCCAACGCTCCCCCGACACCGTCACCACCGTCCTCGCCCrCGCCAAGACCGGCGCGACCT 0000000360 

ACATCCCCCTCGACAGCCGCTACCCCGCCGACCGCTACCGCCTCGTCCTCGACGAGACCC 00000b0420 

GCACCAAACTCCTC^TCACCGACCACACCACCGACCTCGACACCACCACAACCC^GTT^ 0000000480 

ACCCCGCCGACACCCCCCACGACGGCGAAGACCCCGGCAACCCGAACCACACCACCCACC 0000000540 

CCGACGACGCCGCC^ACATCATGTACACCAGCGGCTCCACCGGCCGCCCCAAGGGCGTCA 0000000600 

TCGCC^CCCACCGCAACATCACCGCCCTCGCCCTCGACCCCCGCTTCGACCCCACCGCCC 0000000660 

ACCGCCGCGT CCTCCT CCACTCCCCCACCGCCTTCGACGCCTCCACCTACGAGATCTGGG 0000000720 

TCCCCCTCCTCy^ACGGCAACACCGTCGTCCTCGCCCCCACCGGCGACCTCGACGTCCACA 0000000780 

CCTACCACCGCGT CAT CACCGACGAGCAGATCACCGCCCT CTGGCT GACCAGCTGGGT CT 0000000840 

T CAACCT CCTCACCGAGCAGAGCCCGGAGACCTT CACC CGGGT CCGGCAGATCTGGACCG 0000000900 

GCGGCGAGGCCGTCTCCGGCGCCACCGTCACCCGGCTTCAGCAGGCATGCCCCGACACCA 0000000 960 

CCGTGGTCGACGGCTACGGCCCCACCGAGACCACCACCTTCGCCACCCACCACCCCGTCC 0000001020 

CCACCCCCTACACCGGCTCCGCCGTCGTCCCCATCGGCCGCCCCATGGCCACCATGC^CA 0000001080 

CCTACGTGCTCGACGACAGCCTCCAGCCCGTCGCCCCCGGCGTCACCGGCGAGCTCTACC 0000001140 

TCGCTGGGAGCGGCCTCGCCCGCGGCTACCTGGACCOCCCCGCCCTCACCGCCQAACGCT 0000001200 

TCGTCGCCAACCCGTACGCCGCACCCGGAGAACGCATGTACCGCACCGGCGACCTGGCAC 0000001260 

GCT GGAACCCCGACGACCACCT CGAGTACGCCGGCCGCGCCGACCACCAGGTCAAGGTCC 0000001320 

GCGGCTTCCGCAT CGAACCCGGCGAGATCGAGAACGT CCTCACCGACCATCCCGCCGTCG 0000001 380 

CCCAGGCCGCCGTCCACCTCAACCGGGACCA^ 0000001440 

T CGTCGCGGACACCT CGGCGCCGAGCAGCGATGTGGACCAGCAGCACCAGAT CGGCGAGT 0000001500 

GGCAGGACCT CTACGACT CC CT CT ACGCGGCCCCCACGGCCGAGT T CGGCGAGGACT T CT 0000001560 

C C GGCT GGAACAGCAGCT ACGAC GGCC GGCC GAT CC C CCT CGACCAGAT GC GGGAGT GGC 0000001620 

GCGACGCCACCGTGGAACGCATCCGCGGCCTCAACCCGCGCCGGGTGCTGGAGATCGGCG 0000001680 

TCGGCACGGGCCTGCTGCTCGCGAAGCTGGCCCCCGAGTGCGAGGAGTACTGGGGCACGG 0000001740 

ACCTCT CGCCCACCGTGATCGAGGCGCTCTCCCGGCACGTCGACGCCGACCCGGAGCTGG 0000001800 

CCCGGCGGGTCACCCTGCGGGCCGGTGCCGCGCACGAGCACGAGGGGCTGCCCGTCGGCC 0000001860 

ACTTCGACACCGTCGTGCTCAACTCCGTGGTCCAGTACTTCCCGAACGCCGACTACCTCG 0000001920 

CCCAGGTCATCGAGCAGGCGCTGCGGCTGCTGGCCCCCGGCGGCGCCGTGTTCATCGGCG 0000001980 

ACATCCGCy^CCCGCGGCTGCTGCGCACCTTCACCACCGCCGTCCAGACCGCCCGCGCGG 0000002040 

AGGACCCGGCCGACACCGCCGCCGTGCGGCGCGCCGTCGAGCAGAGCCTGGTGCTGGAGA 0000002100 

AGGAACTCCTGGTCGACCCGGAGTACTTCACCGCGCTCACCCACCGCCTCCCGGACCTCG 0000002160 

CCGGCGTCGACCTGCGGCTCAAGTGCGGCGCCGCCCACAACGAGTTGACCCGCTACCGCT 0000002220 

ACGACACCACGCTCCACAAGGCCGGAATCACCGCGCTCCCGCTGTCCGAGGCCGCCGTCC 0000002280 

TGGCCTGGCCGCAGGACGCCGAGGCACTCGCCCGGCACCTGGCCGAGGCCCGGCCGGAGC 0000002340 

GGCTGCGCGTCACCGGCGCGCCCAACTCCCGGATAGCCGCCGACCTCGCGGCCCAGCACG 0000002400 

CCCTGGAGTCCGGCACCGCCCCGGCCGGGCCCCCGACCGGGCCCTACGCCACGGAGCAGC 0000002460 

CGGACCT CGAGGCACTCCACCGCCT CGGGGAGGACCACGGGT ACTGGACGGCCGT CACCT 0000002520 

GGTCCGCCCACCGCCCCGACACCGTCGACCTCACCTTCGTCCGGCGCGGCCTGCTCGACG 0000002580 

GCGCCGTCCCGGTCGGTACGTACGCCCCGGCGGCCGCCGGCGACCCGGCGACGCCGCTCA 0000002640 

CCGCCTTCAC(^CCy^CCCCGTCGGCAGCCGGGG<^CCGCCGCGCTGCTCACCGCGC 0000002700 

GCGAACACGCCGCCGCCCAACTGCCCGACTACATGCGGCCCGCCGCAATCGTCCCGCTCG 0000002760 

ACCGCCTGCCGCTCACCGCCAACGGCAAGCTCGACCGGGCCGCCCTCCCGGCACTCGACC 0000002820 

CGGAGCACGCGGACAC CGGCCGCGCCCCCAGGACGCCGCAGGAGCAGGT GGTCT GCGAGC 0000002880 

TGTTCGCGGAGGTGCTCGGCCGGCCGCTCGTCGGTGTGGACCAGGACTTCTTCGACCTCG 0000002 940 

GCGGGCACTCGCTGCT CGCCACCCGGCT GAT CGCC CGGCT GCGCGCCGCCT T CGGCGT GG 0000003000 

AACTGGGCC^GCGCAGCCTCTTCGAGGCGCCGACGCCGGGCGGGATCGCCGCCCGGCTGG 0000003060 

ACCTCGACGACCCGGACGGCTCCTACGAGGTGGTGCTGCCGCTGCGCGCCCAGGGCAGCA 0000003120 

GGCCGCCGCTGTTCTGCATCCACCCCGGTGGCGGCATCAGCTGGTCGTACAGCGCGCTGA 00000031 80 

TCAAGCACCTCGGCCCGGAGTACCCGCTGTACGGCATCCAGGCGCGCAGCCTGGCCCGCC 0000003240 

CGGAGCCGCGGCCGGAGAGCATCGAGGAGATGGCGGTGGACTACGCCGACCAGATCCAGG 0000003300 

GCGTGCAGCCGCACGGCCCCT ACCACCTGGCCGGCTGGTCGTTCGGCGGGCT GTGCGCCC 0000003360 

ATGCCCTGGCCGCGGAGTTCCAGCGGCGCGGCGAGCCGGTGGCGCTGGTCGCGGTGCTCG 00000034 20 

AT GT GAT CCCGAACTGGCAGGGGCTCACCCACGACGACGT CCCGGCCCCCGACGACCGGG 0000003480 

T GATGCTGCT GTACCACGT CGGCCTGGT CGACGACGGCAGCCACCGCAACGACCGCGAAG 0000003540 

AGCTGACCTTCGCCAGGGCCCGCGAGATCCTGCGCCGCCAGGGCAGTGTGCTCGCCAACC 0000003600 

TGGAGGAGGACCGGCT CACCACGATCACCGAGAT CTCGGCCAACAACACCCATCTGACCG 0000003660 

TCGACTACCAGCCCGGCCCGATCGACGGCGACCTGCTGCTGATCGCCGCCTCGGAACAGC 0000003720 

AGGACCCGCCGGTCACCGCCGATGCCTGGCGGCCGTACGTCTGCGGCGCGGTCGeAGGCCC 0000003780 

ACGTGGTGCCCGGCGAGCACGGCTCCATGCTGACCCGGCCCGGCACCCTGGCCGAGATCG 0000003840 

GCCGGATCC 000000384 9 



Belegexempiar 

; Darf nicht geanden werdan 

14 ■ ^^^^^^^^ 

Patentanspruche 



5 1. Verfahren zur Einfuhrung von N-Methyltransferase-Domanen in PPS-Aktivierungsdomanen 
durch Veranderung von DNA-Sequenzen, welche furdiese Domanen kodieren. 

2. Verfahren zur Kombination von Genen oder Genabschnitten kodierend fur PPS-Module ohne 
N-Methyltransferase-Domane mit Genen Oder Genabschnitten kodierend fur Module mit N- 

10 Methyltransferase-Domane. 

3. Verfahren aus Anspruch 1 wobei die Veranderung durch Insertion einer DNA-Sequenz, welche 
fur eine N-Methyltransferase-Domane kodiert, in eine DNA-Sequenz, welche fur eine PPS- 
Aktivierungsdomane kodiert, erfolgt. 

15 

4. Verfahren aus Anspruch 1-3 wobei das fur die N-Methyltransferase-Domane kodierende DNA- 
Fragment zusammen mit DNA-Linker-Sequenzen inseriert wird. 

5. Verfahren aus Anspruch 1-4 wobei bei der Insertion der DNA-Sequenz, welche fur eine N- 
20 Methyltransferase-Domane kodiert, gleichzeitig auch DNA-Sequenzen verandert werden, welche 

fur die ACP-Domane oder Aktivierungs-Domane kodieren. 

6. Verwendung der nach Anspruch 1-5 hergestellten DNA-Sequenzen fur die Veranderung 
nattirlicher PPS-Gene, bereits veranderter PPS-Gene oder Teilen davon, sowie die Verwendung 

25 zur Neukonstruktion von PPS-Genen oder Teilen davon. 

7. Verwendung der nach Anspruch 1-6 hergestellten DNA-Sequenzen fur die Veranderung 
naturlicher Gene von Polyketidsynthetasen (PKS), bereits veranderter PKS-Gene oder Teilen 
davon, sowie die Verwendung zur Neukonstruktion von PKS-Genen oder Teilen davon. 

30 

8. Verwendung der nach Anspruch 1-7 hergestellten DNA-Sequenzen fur die Konstruktion von 
Plasmiden und genetisch veranderten Organismen zur Synthese der durch die DNA-Sequenzen 
kodierten Proteine. 

35 9. Verwendung der nach Anspruch 8 hergestellten Proteine zur enzymatischen in vivo und in vitro 
Synthese von Aminosauren, Polypeptiden, Peptidyl-Acetyl-Mischstrukturen welche N-methylierte 
Aminosauren oder deren Derivate enthalten. 

10. Verwendung der nach Anspruch 8 hergestellten Proteine zur fermentativen Synthese von 
40 Aminosauren, Polypeptiden, Peptidyl-Acetyl-Mischstrukturen. welche N-methylierte Aminosauren 
oder deren Derivate enthalten, wobei die Fermentation sowohl mit als auch ohne Zufutterung 
von Aminosauren, Acetaten oder anderen organischen Zwischenprodukten erfolgen kann. 
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Hierzu folgen 7 Seiten Abbildungen 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Veranderung von Peptidsynthetasen (PPS) in der Weise, daS sie ihre 
Substrataminosauren N-methylieren konnen. 

PPS sind Enzyme, die Peptide auf nicht-ribosomale Weise synthetisieren. Die von den PPS 
synthetisierten Peptide (oder die daraus hervorgehenden Derivate) sind oft von 
pharmazeutischem Interesse. Die PPS sind modular aufgebaut. Jedes Modul besitzt eine 
AktivierungsdomSne, welche die jeweilige Substrataminosaure erkennt und kovalent bindet. Die 
von der PPS katalysierte Peptidsynthese erfolgt dann durch die Kondensation der kovalent 
gebundenen Substrataminosauren. Eine geringe Anzahl der bekannten Aktivierungsdomanen ist 
in der Lage, die gebundenen Substrataminosauren auch zu N-methylieren. Die hier beschriebene 
Erfindung ermdglicht die Umwandlung von Aktivierungsdomanen ohne N-Methyltransferase- 
Aktivitat in Aktivierungsdomanen mit N-Methyltransferase-Aktivitat, wobei die urspoingliche 
Substratspezifitat erhalten bleibt. Fur jede SpezifitSt eines vorhandenen PPS-Moduls kann somit 
ein entsprechendes Modul-Derivat mit zusatzlicher N-Methyltransferase-Aktivitat bereitgestellt 
werden. Diese Derivate konnen dann dazu genutzt werden, neue oder modifizierte PPS zu 
konstruieren, wodurch das synthetisierte Peptid dann an den gewunschten Peptidbindungen N- 
methyliert ist. Dies ermoglicht die Synthese neuer Peptide mit mflglichen neuen 
pharmakologischen Eigenschaften. 



Sele^ie'molar 



Abbildung 1: Modul einer PPS und Unterteilung in funktionelle Domanen 



A: Minimal-Modul eirier PPS 
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B : Modul mit N-Methyltraasferase-DomSne 
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Abbildung 2: 



Umwandlung von Aktivierungsdomanen durch Insertion 
einer N-Methyltransferase-DomSne 



Aktivierungsdomane (1) mit N-Methyltransferase-Domane 
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Rekombinante Aktivierungsdomanen mit Spezifitat von 
Aktivierungsdomane (2) und N-Methyltransferase-AktMtat 



Abbildung 3: 



Sequenzvergleich von ausgewahlten Aktivierungsdomanen im 
Bereich der Ubergange zu N-Methylltransferase-Domanen. 




ACP 




GRSB_1 

GRSB 2 

GRSB23 

GRSB_4 

SRF11 

SRF1_2 

SRP1_3 

SRF2_1 

SRF2_2 

SRF2_3 

SRF3_1 

TYCB 1 

TYCB~2 

TYCB~3 

TYCC_1 

TYCC_2 

TYCC 3 

TYCC 4 

TYCC'5 

TYCC~6 

ESYN_1 

BACA_2 

SACA_3 

BACA4 

BACA 5 

BACB^l 

BACB_2 

SACC 1 

BACC~2 

BACC~3 

BACC4 

PPS1 1 

PPS1~2 

PPS2~l 

PPS2 2 

P?S3~1 

PPS3 2 

PPS«~1 

PPS4^2 

PPS4_3 

LTCA_1 

LICA_2 

LICA 3 

LICB^l 

LICB_2 

LICB_3 

LICC_1 

SNBC 1 
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QVKIRGKRIELGEIEAQLLNCKGVKEAWZDK ADDKGGKYLCAYWMEVEVNDS 

QVKZRGYRIEPCEZETLLVKHKKVKESVIMW E DNNGQ KA LCAYYV PE E EV TVS 

QVKZRGZ RI ELGE I EAQLRKHDS I KEATV ZAA- - - EDHMKEKY LCAYMVT EGEVKVA- - - 

QVKVRGYRI ELGE I E5AI LEYEKI K2AWMVS EHTASEQMLCAYIVGEEDVLTL 

QVKVRG YR Z E LG S I EAV I QQAP DVAXAW LAR PDEQGNLEVCAYWQKPGSEFAPA- 

QVKIRGQRIELGEIEHQLQTHDRVQSSWLAV DQGAGOKLLCAYWGEGDISSQ 

QVKVRGYRI ELSE IEVQLAQLSEVQDAAVTAV KOKGGNTAIAAYVTPESADI E 

QVKVRGFRIELGEZETKLNMAEHVTEAAVZ IR KNKAD EKE Z C A Y F T AD RE V AV S 

QVK Z RGY RI E PKE Z ETVMLS LS GI QEAW LAV SEGGLQELCAYYTSDQDIEKA 

QVKVRGYRI ELSE! EVQ LAQ LS EVQDAAVTAV KD KGGNTAI AAYVT PET AD IE 

QVK I RGHRI E LE E I S KQ LQE Y PGVKDAVWAD - — RHE SG DAS ZNAY LVNR7Q LS A£ 

QVKIRGHRIELGEZESRLLNHPAIKEAWZDR ADETGGKFLCAYWLQKALSDE 

QZKVRGYRZEVGE IEAVLLAYDQTNEAIWAY QOORGDSYLAAYVTGKTAIEES 

QVKI RGHRV ELGEVESVL LR YDTVKEAAA Z TH E DDRGQAY LCAYYV AEG EAT PA 

QVKXRGHAIEMGEIETRLTQHEAVKEAWIVE KDESGQNVLYAYLVSEREL.TVA 

QVKI RGHRI ELGE I EAT LLQKEAVKAWVMAR QDGKGQNSLYAYWAEQDIQTA 

QVKVRGYRI EIGE I ESALLAAEKLTAA WW Y E DQLGQSALAA YF T AD E Q LOV T - 



- E LREY LGKALPD YMI PSFFVPLDHVRLHLNGK 
-ELREYIAKELFVYMVPAYFVQIEQMPLTQNGK 
-ELRAYLANDR-AAMIPSYFVSLEAMPLTANGK 
- DLRSYLAKLLPSYMI PNYF IQLDS Z PLT PNGK 
-G LREKAARQ L P DYKV PAYF T EVT E Z P LT PSGK 
- EMREHAAKD L PA YMV LRC LS KVT E L P LTGNGK 
-ALKSALKET LPDYMI PAFWTLNS LPVTANGK 
-ELRKTLSQSLPDYMVPAHLIQMDSLLVTPNGK 
-ELRYQLSLTLPSHMIPAFFVQVDAIPLTANGK 
•ALKSTLKETLPDYMZ PAFWTLNE LPVTANGK 

• DV KAHLKKQ L PA YMV PQT FTFLDELP LTTKG K 
•EMRAY LRQAL PE YMI PS F FV T LERI PVT PNG K 

• E LRAHL LRE LPAYMVPTYLIQLDAF PLT PNGK 
Q LRA YMENE L PNYMV PAF FZQLEKMPLT PNDK 
ELREFLGRTLPSYMI PSF'IRLAEI PLTAN3K 
ELRTYLSAT LPAYMV PSAFVFLEQLPLSANGK 
KLWSH LSKR LPS YMZ PAHFVQLDQL PLT PNGK 



QVKI RGY RI E LG£ X E TV LSQQAQVKEAWAVI - - - EEANGQKALCA YFV PEQAVDAA - — _ E LREAMS KQL ?G YKV PAYYVQME KL P LTANGK 

QVKI RGVRI ELGEZETQLRKLDGZ TEA WVAA-- -EDRGQEKELCAYWADHKLDTA ELRANLLKELPQAMI PAYFVTLDALPLTANGK 

QVKVRGY RI E IG E I E SAV LA YOG I OQAVWARD - - D DAT AGS Y LCA YFVAAT AV SVS - GLRSHLAK'LPAYMI PSYFVELDQLPLSANGK 

QVKIRGQRVELGAVETHLRQQMPDDMTZWEAVKFSD5SSTTVLTAFLIGAGEKNSHILDQRATR - -EINAKMEQVLPRHSZ PAFYZSMNNLPOTATGK 

QVKI RG YRV04GE I ENT LVSHQE I T KASV Z DY - - - T S PDG Z KNL Y AFWAENAZ SQL i -DVKEFLQKT LPDYMI PAKFVQI-EX PLTVNGK 

QVKIRGYRIEPGEIENRLLKYEKIEEAAVIAR- — E DG DHD P Y LC A YV TV KKEVEPE KZ RAF LKKS LPDYMI PQYFVQLDGL PLTVNGK 

— DVRQFLEREMPDYMI PSYFVKLDRLPRTPSGK 

QVKI RGFRIELGEIESRLEMHEDINETIVTVR EDEESRPYZCAYZTANREISLD ELKGFLGEKLPDYMZ PAYFVKMDKLPLTKNGK 

QVK Z RGYRZ E LE E I EHRL LKNDNINEA I WAK S DQENS K Y LCAY I AFNNKNAD I E QVQERLAKDLPEYMI PSCFIKLDQZ PRT T NGK 

QVKZRGFRZETGEZETKLLENQNI5EAWZDR EDKKGHKYLCAYZVARAKTNTN - ELREYLSDHLPDYMLPSYF IQINKMPLTPNGK 

QVKIRGFRIELGEIESRLEMHEDINETIVTVR-- -EDEESRPYICAYITANRE ZSLD _ 'LKG^LGEKLP^YMI ?A V FVKMDKLPLTKNGK 

QVKIRGYRIELGEIENQLLKLDKIDEAAVZAA---KDDDHSDYLCAYZVSKEDVTST - - EISEVLEKELPHYMZ PAYFVRLDKLPLT5MDK 

QVKZRGFRZELGEIENQLLKIEGIDAAAVMAR— -EDQAGGKYLCAYIVADKAAGVA — DVRKCLLKELPDYMVPSYFVKLDQLP LTANGK 

QVKVRGYRI E PEE ZKNRLLAHDDIKEAFZAAR- — EDHKGAKQLCAYFTADAELPFE - DIRT YLMHELPE YMI PSSFVQZEKMPLSANGK 

QVK I RGY RI E PGE I EAALRS I EGVREAAVTVR TD-SGEPELCAYVEGLQRN EVRAQLQRLLPGYMVPAYMIEMEQVPVTPSGK 

QVKINGYRZETEEIESVLLQTGLVREAAVAVQ---HDKNGQAGLAAYIVPSDVNTN 1 — --ALRAALTKELPAYMI PAYLZ PLVNMPLTLNGK 

QVKZRGYRXELREIETVLRQAPGVKEAAVLAR-- - DVSAEEKELVAYZVPEKGNSLP DLYQHLAGTLPSYMI PASI INZSQMPLTSSGK 

QVKV RGKRI E LG E Z QAAL LQY PMI KEAAV Z T R ADEQGQTA Z YA YMV Z KDQQAAN Z S — DZRTYUOTALPDFMLPARMZQIDSZ 

QVKI RGYRZ EPGE Z EAALRS I EGVREAAVTVR TD-SGEPELCAYVEGLQRN — - EVRAQ LQRL L PG YMV PAYMI EMEQV PV T PSG K 

QVKVRGYRVELGEIETALRQIDGVKEAAVLAR- - - TAQTGSKELFGYISVKAGTNAE — - — - QVRSLLARSLPNYMI PAYIIEMETLPLTSNGK 

QVKI RGYRZ E PQE Z EVT U4NHPDZ SEAAI LIV-- -QDQNGEKELCAYYC5VQKLNTI - DLRSYMASELPEYMI PAKWIWDSI PLT PNGK 

QVKI RGYRZE PGE ZEAALRSZ EGVREAAVTVR- TD-SGEPELCAYVEGLQR-N EVRAQLERLLPGYMVPAYMIEMEQVPVTPSGK 

QVKI RG YRVET KE I ESV I RC Z KGVKDAAVVAH - - - V T ASGQT E LSAYWT KPG LS TN - — — AVRSELONKLPVFMHPAF I EKLDS LPLS PNGK 

QVKI RG YR Z E LGE Z ESV LQGA PAVGKAW LAR - - - PETGG S LEVC AYVV PKQSG E I KLQ -GLREHLSKHLPDYMI PSHFVE LD^ I PLTGSGK 

QVKIRGQRZELGEZEHHLVTKEMVQEAAVLAV-^DTGKKDQMICAYFTADQELSSE-- ELRRYaXgLPGYMI PS^MQL^ELP^GNGK 

QVK Z RG F RI E LS E I EVQ LAR LS EVQEAWT D Z - - - E DACGNKALCG YWANEQ LDT E - __ -SLARKLAQTLPDYM^ 

QVKVRGFRZELGEVEAALARLEGZSEAAAVZR ENNAGENEZCAYYAGARPAA — QLRTELSRSLPEYMI PAHLIELDSMPLTANGK 

QVKI RGYRIELKEIEEAFNGLDDIERAIVLSF - - -TTDSGLDELCAYIQAKRQLPVS ELRERLSERLPSYMI PSYFVTVDKM? LSANGK 

QVKI RGFRIELSEIEVQLARL5EVQEAWTDZ -EDACGNXALCGYVVANEQLDTE S LARK LAQTLPDYMVPSFWQLDE LPVTANGK 

QVKI RGKRZ E LGE ZEEELMRCQGVKEAWZ AK KRGNGDAALT AYW PVRGAWSNE EVRROLA^LPAYKVPDAYIMLEELPLTAKGK 

QVKIRGFRIELGE ZENVLATHPGVAQAAAWR EDRKGDLRLAAYAVPTPGTEPDVA- EVRRQLARNLPAYMVPDAYIMLEE LP LTANGK 

QVKIRGFRIEPGEI EAALTDLPAVARAAVWR EDRPGDKRLVAYAVPAGEGLDAA- - 

QVKZRGFRVEPGEVEAALTAHPRITQAAVLAH GD-RLVAYWTTADRCLT 

QVKIRGFRIEPGEIETALAAHPDVTRAAWAR PGRAGDKV LVAYLVTAPDAGDTTAE 

QVKV RG F R I E LGE I E SV LGAH PG Z AQSAV LVR - - - E DR PGDKRLVAYW PAPGATADAT - 

QVKVRGFRZELGEVEAALLAKPDVEQATVZVR EDRPGDTRLVAYWGREALRPE 

QVKVRGFRIEPGEZENVLTGHPAVAQAAZ LVR E DQ PGRP R LV AYWADGGTAP D 

QVKVRGFRIEPGEIEKVLTDHPDIAQAAVVTR PHRPGDTRLVAYWGREALRPE 



QVKVRGFRIEPGEIEKVLTDHPDIAQAAWVR E DQ ?G DAR LVAWV TGGS ADARDE 

QVKV RGF RI E PG E I ENV LT DHPAVAQAAVHLN RDQPGNPRLVAYWADTSAPSSD 

QVKI RGFRIEPGEIETVLTAHPAVAAGAVIAR ED7PGDKQLVAYLTRDTTKKAAPDQ 

QVKV RGHRI E LAEVEHALLSS AGVHDAVWSNSQ- EDNQG- VEMVAF I TAQDNET LQE 

QVKIRGHRIE PAEVEYALLSHDLVTDAAWTH SQENQDLEMVGFVAARVADVRE 

QIKI RGHRI EPAEVEQAFLNDGFVEDVAIVIR TPENQEPEMVAFVTAKGONSARE 

QVK I RGHR IEPGEV E S A L LSHNSVQDAAW I CAP- ADQDSGAEMVAFV AARNT E DEOTQE 

QVKIRGHRIEPAEVEKALLGHDLVHDAAWLR KPANQEPEMIAFITSQEDETIEQ 

QVKI RGHRV EPAEVEQ AM LGNKAIHDAAWVQ AVDGQETEMIGFVSKASDRFSEGE 

QZKZRGHRIEPAEVEQALLSDSSINDAVWSA QJJKEGLEMVGYITTQAAQSVDK 

QF K Z RGNR I EAG EVE SAMLS LKNV LNAAIWA GAEKMKGHS RVSDSSSRTTRMZ PRRR - - • 



QVEQDQLDEVQDLYDSV 
VDQQHQIGEWQDLYDSL 
DLG7GQVDRVQQTYDSL 
AQSSNQVQEVESKFETT 
DES SNQVQEWQTHF OS I 
E E AT TQ Z EGVE AHF EGG 
EE AVDQVQGVE THF E T A 
HE SNKQVQGVG EHF DVS 
EE I TNQVQEVE DKF EST 
E EASNKVQEVEAMFDS T 
KRQAT K LRAGMDHF ESG 



SYDGLPIRGTSALL7 
SYDGRPIRGTAALLT 
SYTAEEIEQDAALVG 
MYDGTLIVESRAIEA 
MYDGS L IAQSRRVE R 
MY DGT E I AQS RRAE L 
MYDGSEI ZQSRALGT 
MYDGVDZAQSRRZES 
MYNGNLI ZQJJRRFES 
MYDGSLI LQSRRLEA 
XYDGKDI LQRRRAAL 



- G VRAL LAGQ L P AHS LP AS FT L LAALPLT ANG K 

- AVRS RLART L PDFM\' PAAI VALDAL P LT PNG K 
-GVREHLAARLPDFMVPTAYVRLEAL PLTVNGK 
- QLRAG LE TQ L PD YMV PAAFVAL PAL PV T PNG K 
- V LRRHVAAAL PD YMV PAAFV P LDA L PLTGNGK 
-QVREFTRERLPEHMVPAAWQLERLPLTPNGK 

- G LRE A LRAR L P E YMV PSAF VV LDR L P L T ANG K 
- QV RE F T RE R L PEHMV PAAVVQ LE R L P LT PNGK 



TLREKARTHLPDYMQPSALVPLDRL? LTANGK 

ALREKAAAQLPDYMRPAAIVPLDRLPLTANGK 

E LRDLVAQRLPAHMAPAAYVLLDRLPLSANGK 

QVREQLQVLL PAYMI PARI WLQNMPLNTSGK 

QZRERLQTLLPAYMZ PAQIMV LDKLPLNANGK 

LIREGLQTLLPPYMI PSQI T LIDRMPLNANGK 

QIREKLQTLLPPYMIPSRrMVLDQMPVNNNGK 

QVFEALQTALPAYM2 PSRI ZVLPQMPTNANGK 

QZREQLQTLLPPYMVPSRIWLERMPLNANSK 

KVRERLQSLLPPYMI PSRI TLLDQMPLTSNGK 

QVREKLQTLVPSYMVPPMIVVLDTMPUJTNGK 



core motif 5 



Konsensus am Ubergang: 

QIRExVxxxLPxYMVP 
EV L I 
D 



N-Methyltransferase-Domanen 

( Sequenzausschnitt an den 
N-terminalen und C-terminalen 
Enden der Domanen ) 

CYSA Cyclosporine Synthetase aus Tolypocladium niveum (Z28383) 

GRS A,B Gramicidin S Synthetase aus Bacillus brevis (PI 4687 / PI 4688) 

ACM B.C Actinomycin Synthetase IIJII aus Streptomyces chrysomallus (AF04T7 1 7 und beiliegende Sequenz) 

BACA3.C Bacitracin Synthetase A,B,C aus Bacillus licheniformis (AF0O7865) 

TYC A.B.C TyTOcidin Synthetase I.II.III aus Bacillus brevis (AF004835) 

LIC A,B,C Lichenysin Synthetase A,B,C aus Bacillus licheniformis (U953 70) 

ES YN Enniatin Sythetase aus Fusarium scirpi (Z 1 8755) 

SNB C.D Pristinamycin I Synthetase CD aus Streptomyces pristinaespiralis (Q54959. X98690) 

SRF 1 .2.3 Surfactin S>-nthetase 1 ,2,3 aus Bacillus subtilis (P27206. Q04747, Q08787) 

PPS 1 ,2,3.4 Fengycin Synthetase 1 .2,3.4 aus Bacillus subtilis (Z34883) 

Der dem Namen folgende Index bezeichnet die Nummer der Aktivierungsdomane innerhalb der jeweiligen PPS (gezahlt vom N-Terminus) 
Die Datenbanknummern der Sequenzen in ..GenBank" Oder „SwissPror sind in Klammern angegeben. 



Abbildung 4: Ausgangsplasrruda zur Konstrjktion der Beispiele 
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(SacI) -(Noil) - (Xbal) - BamHI - (Sir*J) - PstI - (ScaiU) - EcoRV - (HlrvWT) - Clal - (Kpnl) 



pBueScript 




HindlH ■ (Sphj) ■ PstI - (Sain ■ (Xbaj) ■ BamHI - w . (Kpni) - (Sad) - (EcoRi) ■ Clal - EcoRV . BglH 




Abbildung 5 : EinfQhren eiriej^co^F-R.estinlNiionssohnittstelle in acmB 
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Abbildung 6 : 



Klonierung von Clal-EcoRV-Kasseilevi fGr die Konstruktion 
rekombinanter acmB-Gene 
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Abbildung 7 : Plasmide zur Expression der rekombinanten PPS-Gene 
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Aktivierungsdomanen: 
Threonin . , Valin 
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